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MICROFLUIDICA vs COLTURA CELLULARE CONVENZIONALE b;a’rhet c,

[]
\la speranza

/ COLTURA CELLULARE \

CONVENZIONALE

Volumi elevati (mL) = costi maggiori
Flusso turbolento / condizioni statiche
* Maggiori tempi dell’esperimento

Minore controllo ambientale = incapacita
Qgenerare gradienti stabili /

/ MICROFLUIDICA \

Volumi ridotti (uL) = costi minori
Flusso laminare controllato

Minori tempi dell’esperimento
Modelli 3D complessi e fisiologici =
possibilita di generare gradienti stabili
nello spazio e nel tempo
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CANCRO COLORETTALE (CRC) ORGANOIDI DERIVATI DA PAZIENTE (PDOs)
* Altaincidenza  Modelli 3D in vitro derivati da tessuti del paziente

* Complesso microambiente tumorale * Mimano strutture organo-specifiche

* Inefficienza del trattamento chemioterapico * |nterazioni cellula-cellula realistiche

o

CRC ORGANOIDS-ON-A-CHIP

* Integrazione microfluidica 2 modello piu sofisticato

* Flusso dinamico, gradienti controllati, co-culture > microambiente fisiologicamente
rilevante

* Previsione piu accurata delle risposte in vivo = test farmacologici migliorati

Organoide di CRC, ingrandimento 10x
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IDROGEL MATRICE EXTRACELLULARE (ECM)
* Network 3D di catene polimeriche interconnesse * Scaffold non cellulare presente nei tessuti umani
* Altamente idrofilici 2 possibilita di trattenere * Ambiente altamente dinamico

liquidi senza dissolversi
* Sintetici, naturali o ibridi

Tissue engineering

IDROGEL DA MATRICE EXTRACELLULARE DECELLULARIZZATA (dECM)

» Ottenuto da biopsie di pazienti sani = decellularizzazione
* Mima caratteristiche tessuto-specifiche = microambiente realistico per simulazioni in vitro

* Formulazione 1% w/v
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* Cellule chiave del sistema immunitario PR
* THP-1; linea cellulare monocitica '
» Contribuiscono a crescita tumorale e metastasi /"N — (4 =D
| | acrophage | _.I
* Possono differenziarsi in macrofagi " | \ -
g \“’/mv " / \ -4 - ST
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MACROFAGI ASSOCIATI AL TUMORE (TAM:s) RN o

« M1 = sopprimono il tumore %0 o

* M2 = favoriscono la progressione del tumore M e e
Fronfammatory Aninfammatory
- Anti-tumoral - Pro-tumoral
- Tissue damage - Wound healing
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PROGETTAZIONE PRODUZIONE
E PRODUZIONE dECM IDROGEL E
PIATTAFORMA DERIVAZIONE

MICROFLUIDICA PDOs

VITALITA E THP-1

CAD * Derivazione PDOs e Vitalita THP-1 in dECM
Simulazione COMSOL «  Produzione idrogel da dECM idrogel

Multiphysics (1% w/v) * Misurazione perimetri
Validazione fluidodinamica * Protocollo di semina CRC PDOs

Soft litografia . \S/E'Ic:adité post-trattamento

Replica molding
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PROGETTAZIONE DELLA PIATTAFORMA MICROFLUIDICA

/Progettazione CAD 2D e\

simulazioni con COMSOL
Multiphysics®

ﬂrod uzione di masterin silicicx

mediante tecnica di soft-litografia
A. Mould Fabrication

Negative SU-8
photoresist on sU-8

= i
substrale : ; photoresist
Substrate
e \) g Yy
and soft i \
baking \ J \

UV light
Photomask

IV light
b
I

ke
;

b

@ Photomask alignment
and exposure to UV
light to harden
gxposed photoresist

@ SU-8 development,
baking, and rinsing H

/ Produzione di strati in\

PDMS mediante tecnica di

replica molding
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PROGETTAZIONE CAD DEL DISPOSITIVO FINALE IN PDMS
DISPOSITIVO

Dispositivo assemblato
mediante trattamento
al plasma

Colorante verde
iniettato nello strato
superiore del
dispositivo

Dimensioni in [mm]

LAYER INFERIORE
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COMSOL Multiphysics® Validazione fluidodinamica della piattaforma microfluidica
Flow rate: 2 uL/min con destrano marcato con isotiocianato di fluoresceina
- A
g
g.
&

La piattaforma e in grado di generare e mantenere un gradiente di concentrazione stabile per un
lungo periodo di tempo.




o0
chl onceovena  PRODUZIONE IDROGEL dECM E ORGANOIDI

dECM IDROGEL

Digestione in peps?ina
e HCl per 72 ore

Biopsie da Decellularizzazione del Liofilizzazione e Riequilibrio a pH neutro,
pazienti sani tessuto polverizzazione incubazione per 2 ore a
37°C

ORGANOIDI DERIVATI DA PAZIENTE (PDOs)
o

] f - = Centrifugazione . ;
0 (1200 rpm, 5 min, 4°C) =
v v
Biopsie da Sminuzzamento e Filtrazione Pellet cellulare derivante
pazienti con CRC digestione enzimatica da paziente
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Connessione

Assemblaggio Semina =l e &
dispositivo cellule/PDOs i
SIfNga
1. Replica molding 1. Inclusione THP-1/PDOs in 1. Connessione delle siringhe agli
2. Assemblaggio mediante idrogel inlet del dispositivo
trattamento al plasma 2. Semina 2. Impostazione del flowrate
3. Autoclavaggio 3. Gelificazione idrogel 3. Perfusione di medium
fresco/farmaco

4. Dispositivo riposto in
incubatore per alcuni giorni
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7 giorni di coltura all’interno del dispositivo

CellTiter Glo Resazurin PicoGreen
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Possibile shift delle THP-1 verso un fenotipo M2
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CRESCITA PDOs IN CO-CULTURA CON THP-1

dECM

Geltrex

Day0 Day 3

PDOs only

PDOs and THP-1

PDOs only

PDOs and THP-1

Cell Tracker Red: PDOs
Cell Tracker Green: THP-1
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kkkk

100- *k 4 giorni di coltura e 72 ore di trattamento con 5-FU
o - all’interno del dispositivo
S 80— L
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CONCLUSIONI

Il dispositivo microfluidico e I'idrogel dECM
supportano lo sviluppo dei PDOs e la loro
interazione con il sistema immunitario

dECM idrogel - fenotipo protumorale nei monociti

Monociti in dECM I chemioresistenza (5-FU)

PROSPETTIVE FUTURE

Sfruttare la capacita del dispositivo di creare 5
diverse concentrazioni - maggiore efficienza
sperimentale

Analizzare ruolo dell’idrogel dECM nel
cambiamento fenotipico dei monociti

Utilizzo monociti primari (derivati da paziente)
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GRAZIE PER L’ ATTENZIONE!
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